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@ Compositions renfermant des derives d'heparlne spproprlees notamment au traitement de desordres de la proliferation 
cellulalre. 



@ Ces compositions comprennent au moins un compose a 
activity antinnflammatoire de type corttcotde et una quantite 
faible, physiologiquement tolerable associe a au moins un 
derive d'heparine. 
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"Compositions renfermant des derives d'heparine appro- 
priates notamment au traitement de desordres de la 
proliferation cellulaire" . 

L* invention a pour objet de nouvelles compositions 
renfermant des derives d'heparine appropriees, notamment, 
au traiitement des desordres de la proliferation cellulaire, 
On sait que l'heparine est composee de chaines 
d' oligosaccharides et de polysaccharides formes de mo- 
tifs alternes sucre amine et acide uronique. 

Les motifs sucre amine presentent une structure du 
type D-glucosamine et les motifs acide uronique une struc- 
ture de type acide D-glucuronique au acide L-iduronique. 

L 1 application de l'heparine comme medicament 
anticoagulant est egalement largement connue*Tradit ion- 
nellement, son activite est exprimee en unites interna- 
tionales USP. Cette activite est le reflet de ce qu'il 
est convenu d'appeler une activite anticoagulante globale r 
dans la mesure ou elle parait affecter un nombre important 
des facteurs sanguins intervenant au niveau de la coagula- 
tion. L'heparine est, en outre, caracterisee par une 
activite antithrombotique que reflete 1* activite particu- 
liere a l'egard du f acteur. X active (ou activite anti-Xa), 
cette activite etant exprimee en unites YEn^essler (YW) 
par miilligramme. D'une maniere generale le rapport du 
■ titre YW au titre USP est voisin de 1, les valeurs de 
ces titres etant d' environ 130 a 160. 

On sait egalement qu'il est possible d'obtenir, 
a partir de l'heparine, des fractions de bas poids mole- 
culaire, que ce soit par f ractionnement ou par depolyme- 
0 risation chimique ou enzymatique de l'heparine. 

II est ainsi possible d'isoler des fractions for- 
mees essentiellement de chaines ou fragments d'heparine 
caracterises par une activite antithrombotique plus elevee 
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que l'heparine. Ces chaines sont dotees d'une af finite 
pour 1 ' anti-thrombine III ou ATIII; d'une activite anti-x 
au moins de l'ordre de celle de l'heparine ou superieur 
et d'une activity USP considerablement deprimee et meme 
pratiquement nulle. 

Ces proc^des conduisent egalement' a des fractions 
depourvues d'af finite pour 1' ATIII ou de faible affinity et, 
par la, ne possedant pratiquement pas d! activite antithrom- 
botique. Le titre USP de ces fractions est egalement faible, 
ce qui correspond a des produits pratiquement depourvus 
d' activite anticoagulante. 

Par synthese, on a egalement obtenu des oligo- 
saccharides possedant une structure J de meme type que 
certains elements de structure contenus-dans les h^parines 
naturelles ainsi qu'eventuellement les groupes de substi- ' 
tution presents dans les chaines de ces heparines. 

Les dif f erents types de fragments ou chaines 
d'heparine evoquSs plus haut seront d^signes indif feremment 
ci-apres par 1- expression "heparine de bas poids molecu- 
laire" (en abreviation heparine de bas PM) ou "oligo- 
saccharide", qui recouvre egalement leurs sels. 

La recherche de moyens permettant d'inhiber et/ou 
de faire regresser, in vivo, les proliferations cellulaires 
anormales, en particulier les proliferations de cellules 
25 tumorales ont conduit les inventeurs a etudier des 

compositions renfermant en association ces derives d'heparine 
et des agents anti-inf lamatoires du type corticolde. 

L 'invention est basee sur la decouverte qu'il est 
possible de disposer de compositions efficaces au regard des 
30 indications ci-dessus et applicables en therapeutique en 
associant des derives d'heparine avec de faibles quantites 
d' agent anti-inf lammatoire du type corticoide. 

L' invention a done pour but de fournlr de nouvelles 
compositions applicables en therapeutique, renfermant des 
35 derives d'heparine associes a des quantity determines 
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d 1 agent anti-inf lammatoire du type corticolde. 

Elle vise egalement a f ournir de nouvelles 
compositions pharmaceutiques sous differentes formes 
d » administration, de grande efficacite pour de traitement 
5 de divers desordres de la proliferation cellulaire. 

Les compositions de 1' invention sont caracte- 
risees en ce qu 'elles. comprennent au moins un agent a 
activite anti-inf lammatoire du type corticolde, eri une 
quantite faible, physiologiquement tolerable, associe 
10 a une quantite therapeutiquement efficace d'au moins 
un derive d'heparine. 

Par "quantite faible, physiologiquement tole- 
rable" , on entend, en ce qui concerne 1' agent anti-in- 
f lammatoire ci-dessus, une quantite correspondant a une 
15 dose d* administration a un patient n'excedant pas environ 
5 mg/kg / jour. 

Selon un mode de realisation de 1' invention, 
le derive d' heparine est avantageusement constitue 
par une heparine dans lequelle les motifs glucosamine 
20 en position 2 sont substitues par des groupes -NH 2 et/ou 
-NH-acyle, plus specialement -NH-acetyle, a la place des 
groupes -NHS0 3 rencontres dans les motifs glucosamine 
des chaines naturelles. . 

Une telle heparine "N-desulf atee" est depourvue 
25 d' activite anti-coagulahte globale ainsi que d» activite 
Yin-Wessler, ce qui presente l'avantage de disposer de 
compositions depourvues d'effets au niveau de la coa- 
gulation. 
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Selon un autre mode de realisation de I'in- 
5 vention, le derive d» heparine est forme d'une heparine 

de bas PM dont la majorite deschaines oii fragments possede 
un PM inferieur ou egal a 10 000 daltons, ce qui corres- 
pond environ a 30 motifs (sur la base d'iin poids moleculai- 
re moyen de 316 daltons pour un motif). 
10 Conf ormement a 1 ■invention*, le PM de* ces chaines 

ou fragments est plus v specialement infierieur ou egal a 
environ 8000 # ce qui correspond a environ 2 6 motifs au 
plus. 

Des compositions preferees fenferment des chaines 
15 d' heparine formees essentiellement de 4 a 26 motifs 
ou encore de 6 a 26 motifs environ. 
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Dans d'autres compositions encore, les chaines 
sont formees d'au moins 8 motifs * 

Ce nombre de motifs est avantageusement de 6, 
ou encore 5, ou bien 4 dans d'autres chaines de composi- 
tions de 1' invention. 

D'une maniere avantageuse, 1 » association de 
ces derives d' heparine avec de faibles quantites de 
produit a activite anti-inf lammatoire du type corticolde, 
exerce, notamment, un effet d.' inhibition sur le developpe- 
ment anormal de cellules et/ou le cas echeant, sur l'angio- 
genese, en particulier dans le cas des heparines renfermant 5 ou encore 4 mot|* 
30 Des compositions preferees comprennent des 

heparines de bas PM essentiellement formees de chaines 
depourvues d ' af finite pour l'ATIII. 



i 



0140781 



- 5 - 

Compte-tenu de 1' absence dans ces chaines d'une sequence 
•capable de se fixer a I'ATIII, ces heparines n'exercent pas 
ou pratiquement pas d'activite anti-Xa. Leur activite anti- 
coagulante globale est egalement pratiquement nulle. Les 
5 heparines n 1 interviennent done pas sur les phenomenes 

de coagulation ce qui leur confere un grand interet dans des 
applications therapeutiques ou le patient presente des 
problemes d ' hypocoagulation. 

Dans d'autres compositions de 1» invention, le 
10 taux des chaines depourvues d'af finite pour I'ATIII re- 
presente au moins 95% de l'heparine de bas PM. 

Les titres anti-Xa des hdparines de bas PM sont 
alors inferieurs a ceux de l'heparine et leurs titres USP 
sont tres faibles. 
15 on observe, en particulier, des titres anti-Xa 

inferieurs a 100 et meme a 50 environ et des titres USP 
tres faibles a pratiquement nuls. 

Le taux de chaines d'heparine a faible af finite 
pour I'ATIII ou sans af finite, est moins eleve dans les 
20 heparines de bas PM d*autres compositions de 1* invention, 
. atteignant 35%, ou encore 75% environ de l'heparine de bas 
PM. 

Les heparines de ces .compositions sont alors 
dotees d* activite anti-Xa plus elevee de l'ordre de 
25 200 a 250 u/mg environ et presentent des rapports YW/USP 
d 1 environ au moins 3 a 10, 

D'autres compositions renferment des heparines 
de bas PM danq lesquelles les taux de chaines ne 
possedant pas d'af finite pour 1'ATIII et de chaines presen- 
30. tant au contraire une affinite sont sensiblement identiques 

Ce taux est preponderant dans d'autres compositions 
de 1' invention. 
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Ce taux peut etre de l'ordre de. 75% de l'heparine 
de bas PM et meme atteindre 1005*. 

Les heparines de bas PM corresp.ondantes sont 
dotees d'une activite anti-Xa elevee, d'au .moins 300 u/mg, . 
5 notamment. entre 300 et 500, et pouvant atteindre 2000 a ' 
3000 u/mg et d'un titre USP tres faible .k pratiqueroent mil. 

Dans un groupe de Compositions de 1' invention, les 
chaines d'heparine sont caracterisees par un enchainement 
de motifs dont la structure et eventuellement une par tie 
10 ou la totalite des groupes de substitution, en ce qui 
concerne leur nature et leur position, . correspondent a 
ceux des chaines d'heparine naturelle. 

Ces chaines sont avantageusement obtenues selon 
le proc&Je" de synthese decrit, notamment, dans les 
15 demandes FR 81 08412 du 28.04.1981, 82 180003 du 27.10.1982 
et 84 07589 du 16.05.1984 au nom de Demanderesse. 

Dans un autre groupe, au moins un motif structural 
des heparines de bas PM, plus spgcialement en debut ou 
en fin de chaine, se trouve chimiquement modifie par rapport 
20 au motif correspondent des chaines naturelles. Cette 

modification resulte plus specialement du procede mis en 
oeuvre pour leur obtention. 

Ainsi, la depolymerisation nitreuse de l'heparine 
conduit a une coupure de la liaison entre deux motifs 
25 respectivement de structure N-sulfate D-glucosamine et 
acide L-iduronique, le remaniement du motif N-sulfate 
glucosamine conduisant a un motif de structure 2,5- 
anhydromanno. 
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Des oligosaccharides dont les extremities de 
chaines correspondent a de telles structures sont 
decrits, notamment, dans la deuxieme .demande de certificat 
d'addition No 80 06282 du 20.03.1980.au brevet principal 
78 31357 du 6. 11.1978 de la Demanderesse. Dans cette 
demande de certificat d'addition, on: deer it egalement la 
transformation de la structure 2 ,5-anhydromannose, au cours 
d'etapes ulterieures ,en une structure 2 , 5-anhydro-mannitol 
ou acide 2 ,5-anhydromannohique. Ces structures corres- 
pondent a des produits particulierement interessants , 
notamment, en raison de leur stabilite. On rappelle que 
leur titre YW est voisin de 200 u/mg et leur rapport YW/USP 
d 1 environ 10. 

Des oligosaccharides de ce type sont egalement 
obtenus selon le procede de depolymerisation autoregulee 
de l'heparine decrit dans la demande FR. 81 07283 du 
10.04.1981 au nom de la Demanderesse. 

Des oligosaccharides de plus faible poids 
moleculaire, renfermant au plus 8 motifs sont decrits 
dans la demande EP 80 401425.6 du 6.10.1980 egalement au 
nom de la Demanderesse. 

Parmi les demandes de brevet de l'art anterieur 
faisant etat d'h^parine de bas poids moleculaire, 
possedant une activite anti-Xa superieure a celle de l'he- 
parine dont les chaines sont terminees par un groupe de 
structure 2 ,5-anhydromannose , on citera les demandes EP 
80 850002.9 du 7.01.1981 et 81 8501154.6 du 10.09.1981 au 
nom de KABI AB et la demande EP 81 301 825.6 du 24.04. 
1981 au nom de RIKER Laboratories inc. 

Chez d'autres heparines de bas PM mises en 
oeuvre dans les compositions de 1' invention, le motif 
de debut de chaine peut etre insature.par suite d'une 
coupure enzymatique par exemple, avec une heparinase. 
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Ce motif insature, qui se trouve done a I'extremite 
non reductrice de la chalne correspond a un motif acide 
iduronique insature . 

La structure des motifs terminaux, c.'est-a-dire, a 
5 I'extremite reductrice n'est pas,. en revanche, modifiee 
et correspond a celle rencontree d*uyi.e. maniere generale 
dans les chaines naturelles d'heparine. L'enchaxnement 
disaccharidique de l'extremite reductrice presente une 
structure du type [acide 2-O-sulfate L- iduronique ] - [ N- 
10 sulfate 6-O-sulfate D-glucosamine] . 

Des oligosaccharides de ce type comprennent 
certains des oligosaccharides decrits dans la demande 
EP 80 401426.6 rappellee ci-dessus et les hexa- 
saccharides definis notamment dans la demande FR 81 08604 

15 du 29.04.1981 au nom de la Demanderesse. L»activite 

anti-Xa de ces oligosaccharides est elevee et atteint des 
valeurs d'au moins 2000 a 3000 unites YW par mg. Leurs 
titres. USP sont faibles a pratiquement nuls. 

Des oligosaccharides de 2000 a 10 000 daltons 

20 environ possedant egalement un motif insature en debut 
de chaine sont decrits dans la demande EP 81 400728.2 
au nom de Pharmin industriedu 8.05.1981. 

Des heparines de bas poids moleculaire sont, 
en outre, decrites dans les brevets PR 78 23499 du 

25 9.08.1978 et 81 01508 du 27.02.1981, respectivement au 
nom d'Hepar Chimie s.a. .Hepar Industries inc. 

Dans une autre variante de realisation de 
1' invention, les oligosaccharides peuvent etre formes de 
chaines correspondant aux chaines naturelles de bas 

30 poids moleculaire de l*heparine. 

Dans le brevet FR 78 31357 du 6.11.1978 et le 
premier certificat d'addition No 79 18873 du 20.07.1979 
au brevet ci-dessus, au nom de la Demanderesse, on decrit 
des heparines de ce type y de poids moleculaire inferieur 

35 ou egal a 10 000, dotees d'un rapport du titre 
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YW au titre USP d 1 au moins 3 avec un titre YW voisin de 
celui de l'heparine et pouvant etre legerement inferieur. 

Dans les compositions de ces differents modes de 
realisation de 1 1 invention, l r agent anti-inf lammatoire du 
5 type corticolde est avantageusement choisi parmi la 

cortisone, 1 1 hydrocortisone , I'isomere 11 ^.de 1' hydrocortisone 
ou Cortisol, la prednisone, la prednisolone, la iogthylprednisolone, 
la triamcinolone, la param£thasone, la betamethasone, la dexametha- 
sone, leurs derives, notarnment lears sels, ou analogues. 
10 D'une maniere preferee, les compositions de 1' invention 

renferment en association, un corticolde tel qu'evoque 
ci-dessus plus specialement de la cortisone t selon une 
quantite telle que la dose administree ne depasse pas 
5mg/kg/jour et de l'heparine "desulf atee" et dans laquelle 
15 la position 2 des motifs glucosamine est occupee par un 
groupe -NH 2 ou -NH-acyle, plus specialement -NH-acetyle. 

D 1 autres compositions preferees renferment en asso- 
ciation un corticolde comme indique ci-dessus, avantageu-. 
sement de la cortisone, avec des heparines de bas PM, 
20 plus specialement des heparines formees de chaines 

comportant de 4 a 26 motifs et terminees par des groupes 
de structure 2 ,5 -anfiydromanno ou encore comportant de 
6 a 26 motifs et correspondant aux chaines naturelles 
d'heparine telles qu'obtenues par un f ractionnement du 
25 type du f ractionnement alcoolique. 

Dans d' autres compositions avantageuses r il 
s'agit d 1 associations d'un corticolde, avantageusement de 
cortisone, avec une heparine de bas PM formee de chaines 
renfermant 8 ou pius de 8 motifs. 
30 Dans ces chaines, les motifs terminaux presentent plus 

specialement une structure 2 , 5-anhydromanno et l'extremite 
non reductrice n'est pas modifiee par rapport aux chaines 

naturelles. ■ . ' 

D 1 autres compositions, particulierementP^ef SrSes en 
35 raison plus specialement de leurs proprietes inhi- 
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bitrices vis-a-vis de 1 'angiogenese comprennent un cbrti- 

colde, ' , associe a une heparine de 

bas PM ne renfermant pas plusde 5 motifs. Une heparine 
de ce type est avantageusement constitute par un 
pentasaccharide obtenu- par voie de synthese, en parti- 
culier, par' un pentasaccharide posstdant la structure 
du type DEFGH comme decrit dans la demande FR 
82 180003 dont question ci-dessus. 

Un pentasaccharide de type DEFGH specialement 
prefere correspond au compose No 50 de cette demande de 
brevet. Ce compose # dans lequel le motif F possede un 
groupe sulfate en position 3 est dote d'une activite 
anti-Xa atteignant 3000 u/mg et d'un titre USP pratiquement nul. 

Dans un autre pentasaccharide de ce type, le 
motif F ne comporte pas de groupe sulfate en position 3 
mais comprend un groupe -OH. Ce compose qui. est decrit 
dans la demande FR.84 07589 mentionnee plus haut est 
depourvu d 1 activite anticoagulante. Ce compose presente 
done l'avantage, lors de sa mise en oeuvre dans les 
applications therapeutiques envisagees dans I'invention^ 
de ne pas exercer d'effet au niveau des phenomenes mis en 
jeu dans la coagulation sanguine. 

L 1 etude pharmacologique de ces associations 
de corticoides et de derives d' heparine a mis en evidence 
leur efficience lors de multiplications cellulaires 
anormales. On constate d'une maniere generale un effet 
d 1 inhibition et/ou de regression des proliferations 
anormales ♦ 

En particulier, ces associations sont capables 
d'inhiber le developpement de tumeurs , notamment du 
type melanomes ou lymphosarcomes et permettent avan- 
tageusement de faire regresser ces tumeurs. 

Cet effet inhibiteur s'exerce egalement au 
niveau de 1 • angiogenese en empechant le developpement.de 
la vascular isation et par la, le cas echeant, de 
tumeurff. 
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Selon un aspect de grant int§r§t, cet effet 
s'exerce in vivo avec de faibles doses , tolerables par 
I'organisme, d f agent anti-inf lammatoire du type corticolde, 
ce qui permet une utilisation de ces associations en th£- 
5 rapeutique sans les effets secondaires importants li§s S 
1' utilisation intensive de cortico'ides. 

L 1 invention vise done Sgalement ces nouvelles 
compositions pharmaceutiques renferraant, en combinaison avec 
un vShicule pharmaceutiquement acceptable, une quantitS 
10 efficace d'au moins un d§riv§ d'hiparine tel. que difini 
ci-dessus, associ€ i une dose faible physiologiquement 
tolerable de corticolde. 

Elle est plus particuli&rement relative & des 
compositions pharmaceutiques dgpourvues de substances 
15 pyrogSnes, contenant une quantit§ efficace de principes 

actifs en combinaison avec des excipients pharmaceutiques. 

Ces compositions renferment avantageusement des 
quantitSs de corticolde telles que la dose administrSe au 
patient ne d£passe pas 5 itig ./ kg par jour. De preference, 
20 cette quantite est telle que la dose adrainistr§e est infS- 
rieure a 2 mg/kg. par jour- 

Elle concerne §galement les compositions dans 
lesquelles le v^hicule pharmaceutique est approprie pour 
I 1 administration par voie orale. Des formes d'administra- 
25 tion de l f invention appropri§es pour 1' administration 
par voie orale peuvent Stre avantageusement des gSlules 
gastrorSsistantes, des comprim§s ou tablettes, des 
pilules, ou encore se presenter sous forme de liposomes 
ou de solutions buvables. Ces preparations renferment 
30 avantageusement de 50 mg & 5 g de composition par unite 
de prise, de preference 200 a 250 mg .pour les gSlules, 
tablettes et pilules, et 0,5 a 5 g pour les solutes buvables. 

En consequence, les formes d f administration 
dependent essentiellement de la dose a aditiinistrer . 
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Pour X 1 administration de doses plus elev^es, lea 
solutes buvables pourront etre d'une utilisation plus 
pratique. 

D 1 autres compositions pharmaceutiques comprennent 
5 ces compositions en association avec les excipients 
appropries pour 1* administration par voie rectale. 

D» autres formes d' administration de 1' invention 
sont constitutes par des aerosols ou des pommades. 

L' invention concerne egalement des compositions 
10 pharmaceutiques injectables r steril^s ou sterilisables 
. pour 1" administration tant par voie intraveineuse qu f in- 
tramusculaire ou sous-cutanee. 

Ces solutions renf erraent avantageusement de 50 a250ig/fol 
composition, de preference de 100 a 150 mg/ml 
15 lorsque ces solutions sont destinees a 1* injection 
par voie sous-cutanee. Elles peuvent contenir, par 
exemple, de 25 a 250 ,nbtamment de 150mg/ m i de- 

composition lorsqu* elles sont destinees a l f injection 
par voie intraveineuse ou par perfusion. 
20 Avantageusement, de telles preparations pharma- 

ceutiques sont presentees sous la forme de seringues non 
recuperables , pretes a l'emploi.* 

Les compositions de l 1 invention sont plus spe- 
cialement appropriees pour lutter contre le vieillissement 
25 des tissus ou des manifestations de type degeneratif 
telies que les alopecies. • 

Afin d'illustrer 1" invention, on indique, 
ci-apres, un exemple de posologie utilisable chez l»homme : 
. cette posologie comprend, par exemple, 1« administration au 
30 patient de 50mg a 150mg par voie sous-cutanee r une a 
trois fois par jour, selon le degre de developpement des 
proliferations cellulaires anormales,* ou. de 150mg /24 hetfres. 
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par voie intraveineuse, en aanvbiistr^tipn^ <aiscoixttoie3 k intesi^lles 
rSguliers, ou continues par perfusion, ou encore de 150 nyg (tcois fots 
par senaine) par voie intramusculaire ou seus-cutanSe, Ces doses peuvent 
§tre naturellanent ajustees pour chaque patient en fonction des re- 
5 sultats et des analyses effectuSes auparavant r la nature des affections 
dont il souffre et, d'une manlere generale, son Stat de santS et l'&tat 
ce coagulation. 

Ccrrme indiquS ci-dessus, toute une gaomve de d§riv§s d'h§pa- 
rine, plus spScialesnent d'h&parines de bas FM, est disponible, qu'il 
10 s'agisse de fractions ou fragments obtenus il partir d'h^parines naturel- 
les ou d* oligosaccharides obtenus par synthase. Selon la nature des chai- 
nes d'h#parine, 1' activity anticoagulante peut etre importante S quasi- 
ment nulle. 

II est done possible de choisir parmi ces diff€rentes frac- 
15 tions celles qui seront les plus ccnpatihl es avec- 1* €tat de la coagula- 
tion, eventuellement d 1 hypocoagulation du patient k traiter. II pourra 
etre utile de choisir, parmi ces fractions d f h%>aripe, celles dont les 
activity USP sont les plus reduites, voire null es, lorsque le traiteanent 
s'adressera a un patient sujet a de sSrieux risques d 1 hypocoagulation. 
20 L 1 invention concerns encore les reactifs biologiques dont les 

principes actif s sont constitues par des cxDsnpositions definies plus haut, 
ces reactifs biologiques pouvant etre utilises carme references ou §ta- 
lons dans des Studes des 6ventuelles prppriet6s anti-angiog€n§se d'autres 
substances, notarrment dans des tests mettant en jeu les techniques de- 
25 crites dans les examples suivants ♦ 

Des caract§ristiques suppl&nentaires de l 1 invention, 
apparaitront encore au cours de la description qui suit d'es- 
sais biologiques effectu§s avec des dSrivSs d'hSparine consti- 
tuant les principes actif s des compositions pharmaceutiques de 
30 de 1' invention. 

Dans les exemples 1 et 2 qui suiverit, on rapporte 
les rSsultats de l f etude del 1 activity antitumorale de quatre 
compositions comprenant, en association, de la cortisone et 
un d£riv& d'hgparine a,* b,* c ou* d, Ces d&riv§s repondent 
35 aux caract§ristiques donnSes dans le tableau 1 suivant ; 
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Exemple 1 : Action sur un melanome de type B16 
transplante sur la souris. 

Mbdele experimenta l : 

On utilise une suspension de cellules de melanome 

frafch^fa la concentration standard* Apres culture, la 

suspension cellulaire est lavee, puis centrtfugee. Le culot 

cellulaire est repris dans du milieu M 199 a raison de 1 ml 

du culot pour 4 ml de milieu. 

0,2 ml de cette suspension est inoculee par voie 
t 

sous-cutanee sur. le dos de la souris. 

Le test s'effectue sur des sourls C 57 BL/6. La 
tumeur est syngeneique pour cette espece et ne se developpe 
pas dans d'autres especes, 

Les animaux sont repartis en groupes de 10. Un 
groupe sert.de controle le ou lea autres groupes sont 
traites avec les produits a tester* 

Au jour JO t tous les animaux resolvent une injec- 
tion de cellules de melanome, 0,2 ml d'une suspension a la 
concentration standard* 

Au bout de 6 a 7 jours f les tumeurs atteignent 
un volume suffisartt pour pouvoir etre reconnues a la pal- 
pation. 

Le premier groupe revolt alors 2 injections quoti- 
diennes int raperi toneales du produit a tester, chaque in- 
jection contenant de 150 k 400 jag de derive d'heparine et 50jig 
de cortisone dans 0,5 a 0,7ml de solute chlorur£ isotonique. 

Le deuxieme groupe revolt le meme volume de solute 
chlorure isotonique. 

Le traitement est poursuivi pendant 5 Jours et les 
animaux sont alors sacrifies* 
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Lea tumeurs sont prelevees et pesees et I'on com- 
pare le poids des tumeurs dans les deux groupes. 

Les resultats sont expriines en pourcentage 
d 1 inhibition de la croissance chez les animaux traites 
par rapport aux animaux controle n'ayant re$u que le solu- 
te chlorure isotonique. 



RESULTATS 



Exp. N° 1 



Prodult 



"temoins 
a 
b 
b 



Dose quoti- 
dienne par 
y souris 



Polds 
tumeur 

1*56 i 777 



2 x 150 ug 1488 ± 1015 
2 x 300 jig 11359 + 697 

2 x 400 jig 1054 + 615 



% 

d 1 inhibition ' 
0 

46%. 
<Klp);29(p.o) 
20 

27 a 38 



10 



12 



15 



20 



Ces resultats mettent en evidence 
1' action favorable des principes actifs des compositions 
de 1' invention sur V inhibition ; et la regression des 
tumeurs . 

EXEMPLE 2 : Action de c sur le lymphosarcome 18 
Modele experimental : 

On utilise des cellules de lymphosareomes prove- 
nant de donneura leucemiques. On utilise des souris 
C 57 BL/6. Les animaux -resolvent par voie intraperitoneal 
20 x 10 cellules de lymphosarcome au jour JO, 

Le traitement commence au jour JO et est poursui- 

vi pendant un mois a raison de deux injection* /de 150 

. par animal 
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a 500 /ug du derive C et 60 yig d\hydr6cortisone ,par voie , 
Intraperitoneal, dans un volume de 0,5: a 0,7 ml. 

Au bout d'un mois, les animaux sont. sacrifies. . 
et autopsies et l'on compte le nombre de sarcomes sur 

5 thymus, le fois, la rate et les ganglions lymphatiques . 
HE SULTAT3 ■ . 

Deux groupes de 6 animaux ont 6te utilises, 
t*utx servant de controle. Le groupe traite revolt journel- 
lement deux injections de 500 yug du produit - 

10 0,5 mL.de solute chlorure isotonique. Le groupe conbrole 
revolt le meme volume du solutS chlorure isotonique 
seul. Parmi le groupe traite, deux animaux sont morts 
d'hemorragie au cours de Inexperience. L»un d'entre 
eux, a I'autopaie, ne presentait aucun sarcome. 

15 Les resultats figurent dans le tableau suivant. 

lis sortt donnes par animal survivant; Les croix represen- 
tent le nombre de sarcomes. Le tableau indique egalement 
les organes sur lesquels les comptages ont ete effectues. 
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ftesultats 


Temoins 




Anlmaux^traites 










thymus 


* 


* 






#*« 
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foie 






mm 
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rate 
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ganglions 
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: lymphatiquea 
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On constate done une reduction globaie des noo- 
bres a la fois de sarcomes et des animaux aXTectes, lors- 
que ceux-ci ont ete traites, vis-a-vis des rwuiltat* 
serves chez les animaux temoins ♦ 



Dans l'exemple 3 qui suit, on indique 1'activite 
de compositions de 1 'invention sur I'inhibition de la 
neoangiogenese : 
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EXEMPLE : Etude de 1'activlte anti-neoangiogenese 

de * 'compositions de l 1 invention 

Les essais in vitro relatifs a l'activite 
anti-angiogenese ont ete realises sur la 

membrane chorioallantolque d'embryo^s de^poulets 
6 jours en culture dans des recipients de petri. 

On forme des pastilles en. melangeant 50 ug 
d' hydrocortisone a 10 jxl de methylcqliuJose , puis 
on ajoute le produit a tester selon 'des doses allant 
de 6 ug a 100 ^ig . Les pastilles formees sontr 
sechees puis placees sur la membrane, chorioallantolque 
a laquelle elles adherent* 1 

Pour chaque dose de produit actif on utilise 

4 oeufs, 

Apres 48 heures d» incubation, on examine 
la presence des zones avasculaires. J 

On rapporte dans le tableau 1 1 , ci-apres, les 
resultats obtenus avec trois compositions de l 1 invention 
dans lesquelles les heparines de bas poids moleculaire 
respectivementol^^^ presentent lesj caracteristiques 
suivantes r • 

p( : pentasaccharide de structure DEFGH "de 
formule : 
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activite anti-Xa de 3000 u/mg 

^ : pentasaccharide de structure 



DEFGH comme 

indique ci-dessus mais avec un motif F comportant un groupe 
-OH en position 3 - ' \ i . - 

. : tetrasaccharide de structure DEFG, selon 

les motifs" ci-dessus - \\? .qomportant un groupe 

-OSO3- en position 3). TABLEAU 2 ^' " 



Heparine de bas 

PM de la composition 


* 'Activite anti-an- 
gibgenese 




actif a 12 jig 




actif a 12 jig 




actif a 25 jig 
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REVENDICATIONS 

1. - Composition dotee notamment de proprieties 
d 1 inhibition et/ou de regression vis-a-vis de prolife- 
rations cellulaires anormales, caracterisee en ce qu'elle 
comprend au moins un compose a activite anti-inf lammatoire 
de type corticolde en une quantite f aible , physiologiquement 
tolerable, asspcie a une quantite therapeutiquement 
efficace d'au moins un derive d 'heparine . 

2. - Composition selon la revendication 1, caracte- 
risee en ce que le derive d» heparine es* constitue par une 
heparine danslaquelle la majeure partie des motifs gluco- 
samine comprend en position 2 un groupe -NH 2 ou 
NH-acyle, notamment NH-acetyle, a la place des groupes 
-NHS0 3 presents dans les chaines naturelles d' heparine. 

15 3 -- Composition selon la revendication 1, 

caracterisee en ce que le derive d 'heparine est. forme 
de chaines ou fragments dont la majeure partie possede 
un poids moleculaire inferieur ou egal a 10 000 environ, 
plus specialement inferieur ou egal a environ 8000. 

20 4.- Composition selon la revendication 3, caracterisee 

en ce que la majeure partie des chaines ou fragments 
d' heparine comprend de 4 a 26 motifs, ou encore de 6 a 
26 motifs, ou au. moins- 8im6tifs,i e C as echeant 5 ou 4 
motifs. 

25 5.- Composition selon l'une quelconque des reven- 

dications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle ne renferme 
pas ou pratiquement pas de chaines ayant une affinite pour 
l-'AT-lll. 

6.- Composition selon l'une quelconque des revendi- 

cati'ons 1 a 4, caracterisee en ce que le taux de chaines depou[* 
vues d- affinite .pour 1'ATIII represente au moins 95% 
de 1'heparine de bas PM,* - 



30 
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7. - Composition selon la revendication 5 ou 6, 
caracterisee en ce qu'elle est deppiiryue ou prati- 
quement depourvue d'activite anti-Xa. 

8. - Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 f caracterisee en ce que le taux de 
chaines a faible af finite ou depourvues d'af finite 
pour I'ATIII represente 85% " " • ou encore 
75% de l'heparine de bas PM. 

9. - Composition selon l'une quelconque des revendi- 
cations 1 a 4 , caracterisee en ce qu'elle renferme 

au moins 50% environ de chaines ayant une 

af finite pour I'ATIII, ou encore au moins 15% environ ou 
pratiquement 100% de . chaines ayant une affinite 
pour I'ATIII. 

10. - Composition selon la revendication 5 ou 6, 
caracterisee en ce que les chaines d'heparine possedent 
des titres anti-Xa inferieurs a 100 et meme 50 environ 
et des tilres USP tres faibles a pratiquement 

nuls . 

11. - Composition selon la revendication 8, caracte- 
risee en ce que les chaines d'heparine de bas PM 
possedent un titre YW de l'ordre de 250 u/mg environ et 
un rapport YW/USP d'au moins environ 10 , ou encore un 
titre YW voisin de celui de l'heparine et un 
rapport YW/USP d'au moins environ 3. 

12. - Composition selon la revendication 9, carac- 
terisee en ce que les chaines d'heparine de bas PM 
possedent une activite anti-Xa superieuife a 300, notamment 
entre 3 00 et 500, qui peut atteindre 2000 u/mg, et 

meme 3000 u/mg. 

13. - Composition selon l'une quelconque des reven- 
dications precedentes, caracterisee en ce que les chaines 
d'heparine sont formees d'un enchainement de motifs dont 
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la structure et eventuellement une partie ou la totalite 
des groupes de substitution correspondent a ceux des 
chaines d'heparine. 

14. ~ Composition selon l'une que'lconque des reven- 

5 dications 1 a 12, caracterisee en ce qu'au moins un 
motif structural/ plus specialement en debut et/ou en 
fin de chaine, pour les heparines de bas PM, est ou 
sont chimiquement modifie (s) et notamment que les chaines 
d'heparine de bas PM comportent en fin de chaine un groupe 

10 de structure 2 ,5-anhydromanno choisi de preference parmi 
les groupes 2 ,5-anhydromannose , 2 , 5-anhydromannitol et 
acide 2 ,5-anhydromannonique , ou encore que ies chaines 
d'heparine de bas PM comportent en debut de chaine ua 
motif iduronique insature. 

15 15.- Composition selon la revendication 13, caracterisee 

en ce que les heparines de bas PM correspondent aux chaines 
naturelles d»heparine et possedent un titre anti-Xa voisin 
de celui de I'heparine et un rapport du titre anti-Xa au 
titreUSP d'au moins 3. 

20 16.» Composition selon la revendication 13, caracteri- 

see en ce que les heparines de bas PM sont obtenues par 
voie de synthese et renferment 5 motifs repondant a un 
enchainement de structure DEFGH comportant en position 3 f 
un groupe -OSO^~ ou un groupe -OH, ou que ces- heparines 

25 renferment 4 motifs repondant a un enchainement de structure 
DEFG, le motif F comportant en position 3 un groupe 

-oso 3 ~. 

17.- Composition selon i'une quelconque des revendi- 

cations precedentes caracterisee en ce que 1* agent de 
30 type corticoide est choisi parmi la cortisone, 1 1 hydrocortisone 
l'isomere 110^ de 1 1 hydrocortisone ou Cortisol, la prednisone, 
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la prednisolone, la methylprednisolone , la triamcinolone, 
la paramethasone , la betamethasone, la dexamethasone , ou 
analogue. 

18. - Composition pharmaceutique , caracterisee 

5 en ce qu'elle renf erme , en association' avec un vehicule 
pharmaceutique, un derive d'heparine et un agent de 
type corticoide, comme defini dans I'une quelconque des 
revendications 1 al7. 

19. - Reactif biologique utilisable comme reference. 
10 ou etalon dans la realisation de mesures comparatives 

des activites antitumorales , caracteris^ par le fait 
que le principe actif de ce reactif est constitue par une 
composition conforme a I'une quelconque des revendications 
1 a 17. 



